
































（Bertazzo et al., 2010）。つまり，溶解度の高いセラミック系バイオマテリア
ルにおいては，骨形成が増強することが示されている（Ducheyne et al., 1992，
de Bruijn et al., 1994）。 
 これまでに，リン酸溶液による HAP の生体活性化表面改質が，表面の溶解性
を高め，骨芽細胞の接着，増殖を促進させることが報告されている（Abe et al., 
2013）。すなわち，リン酸カルシウムの溶解度を高めることで，生体活性を増
強させることができる。生体内の pH 7.4 以下の環境において，HAP（Ca/P 比：
1.67），リン酸 3 カルシウム（Ca/P 比：1.50），第 2 リン酸カルシウム（Ca/P
比：1.00）の順に表面の溶解度は向上することから（Elliot, 2002），リン酸溶
液により処理することで，表面の Ca/P 比を低下させ，溶解度の高い生体活性化
界面を HAP に付与できる。 
 一方，紫外線／オゾン処理（以下，UV/O3 処理）は，フォトレジストポリマ
ーの解重合に応用（Bolon et al., 1972）されて以降，広く工業分野で用いられ
てきた。セラミック系マテリアルにおいては，界面において汚染除去効果を発





する。波長 185 nm の UV は大気中の酸素に吸収され，以下の反応式によりオ
ゾンが生成する。 
 O2 + hν1（185 nm） → O + O，O+ O2 → O3 
このオゾンは，波長 254 nm の UV を吸収することにより，以下の反応式で励
起状態の原子状の酸素とオゾンを生成する（角田，2004）。 






より，超音波洗浄では洗浄することのできない 50 —70 nm の量子ドット内のコ
ンタミネーションをUV/O3処理によりすべて除去できる（Helfrich et al., 2011）。 
 UV/O3処理の医工学分野への応用としては，酸化チタン表面に UV/O3処理を
行うことにより，表面の酸素原子の欠損部を作り出し，表面を両親触媒性とす
るという報告（Wang et al., 1997）をはじめ，チタンインプラント表面に UV/O3
処理を行うことにより，機械研磨表面および酸エッチング表面において，骨伝
導能を増強するという報告（Aita et al., 2009）や，ジルコニアディスク表面に
UV/O3 処理を行うことで骨芽細胞の接着，増殖，石灰化を増強するという報告
（Att et al., 2009）がなされている。しかしながら，HAP 表面を UV/O3処理す





























 HAP プレート（10 mm×10 mm×2 mm）（APP-100：Pentax, Tokyo, Japan）
および UV/O3処理装置（ASM401N, Asumi, Tokyo, Japan）を用いた。 
 
（2）方法 
















 X 線光電子分光装置（AXIS-HS，Kratos，Manchester, UK）を用い， Al-K
α単色化 X 線源で 10-7 Pa 前後の超高真空化にて分析した。ワイドスキャンスペ
クトル 80 eV，ナロースキャンスペクトル 40 eV にて，各エネルギー分解能で













①UV/O3処理前後の SEM 像と表面粗さ（Ra） 
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 UV/O3処理による表面元素割合と Ca/P 比の変化を表 1 に示す。Ca/P 比は 1.6
前後で変化は認められなかった。一方，処理 0 分では，コンタミネーション由
来炭素（C）量は，30.6±2.3%となったが，処理時間の増加とともに漸減し，処





 処理 0 分および処理 5 分の水滴画像，UV/O3処理による接触角の変化を図 4
に示す。処理 0 分においては，接触角は 113.7±4.8 度という疎水性を示してい
たが，処理 5 分において接触角は 13.9±1.7 度という親水性を示した。処理時間






 また，表面元素分析結果より，各元素の結合エネルギーおよび Ca/P 比に変化







































処理 0 分 処理 120 分 
a 
b 
図 2 UV/O3処理前後の SEM 像と表面粗さ（Ra） 
 a） 処理前後の表面形状に大きな変化は認められなかった。 
 b） 最大時間 120 分処理した iHAP においても，未処理のものと比較し 
  有意な変化は認めなかった。 
 a  a 
 a: p > 0.05 
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O Ca C P 
0 39.57  17.37  30.63  11.20  1.55 a  
1 48.38  18.57  21.21  11.71  1.59 a 
2 48.94  17.49  22.30  11.27  1.55 a 
3 52.05  17.37  19.46  11.16  1.56 a 
4 54.45  18.39  15.68  11.48  1.60 a 
5 53.17  19.73  14.45  13.54  1.58 a 
10 56.88  21.46  8.12  13.54  1.63 a 
30 55.26  22.03  9.19  13.52  1.63 a 
60 58.28  21.78  6.31  13.65  1.60 a 
120 59.17  21.86  5.24  13.73  1.59 a 
 






図 3 UV/O3処理によるコンタミネーション由来炭素（C）量の変化 
 

















































図 4 UV/O3処理による接触角の変化 
 
 a） 処理 0 分においては，接触角は 113.7±4.8 度という疎水性を示していた 
  が，処理 5 分においては接触角は 13.9±1.7 度という親水性を示した。 
 b） 処理時間の増加とともに接触角は漸減し，処理 5 分で有意差がなくなった。 
a 
b 
処理 0 分 処理 120 分 
a a a a 
a 
 a: p > 0.05 
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 第 2 章より，バイオマテリアルとしての HAP に UV/O3処理を行うことで，
表面汚染除去効果を発揮し，ぬれ性を向上させることが明らかとなった。そこ
で本章では，リン酸溶液で処理することで Ca/P 比を変化させ，表面性状を変化







 第 2 章と同じ HAP プレートと UV/O3処理装置を用いた。また，表面処理の




①生体活性化 HAP 試料の作製 
 HAP 試料を 30%リン酸溶液に 10 分間浸漬したのち，超純水（MilliQ water：
>18 MΩcm）にて 3 回洗浄し，生体活性化 HAP（以下，HAP-30%PA）を作製
した。この試料に UV/O3処理装置にて処理時間を 0，1，2，3，4，5，10，30，


















①UV/O3処理前後の SEM 像と表面粗さ（Ra） 
 UV-0-HAP および UV-120-HAP の SEM 像および表面粗さ（Ra）計測結果を













 UV-0-HAP および UV-5-HAP における水滴画像，UV/O3処理による接触角の




なったが，処理 5 分以降では，接触角が 5 度以下で安定した。 
 
④UV-5-HAP の接触角の経時的変化 
 UV-5-HAPをUV/O3処理後 7日間静置したのちにおいても接触角は 1ケタを
維持し，有意な変化は認められなかった。静置 0 日においては，5.2±1.2 度を




 iHAP 表面にリン酸処理を行ったことで，表面粗さ（Ra）は iHAP と比較す
ると増加していたが，UV/O3処理を行うことで変化は見られず，HAP-30%PA
に対しても表面形状には変化を及ぼさなかった。 





も，わずかに減少がみられたが，UV-0-HAP では依然 25 atom%程度であった。
UV/O3処理を行うことで，UV-5-HAP 以後においては 10 atom%以下まで低下
を示し，汚染除去効果が認められた。 
 表面ぬれ性評価において，UV-0-HAP の接触角は 60 度以下となりすでに親水
性を示していた。これは，HAP-30%PA は，表面が Calcium deficient 
hydroxyapatite の様相を呈し，Ca/P が低下していると考えられ（Abe et al., 
2013），表面の極性が変化したことにより親水性と変化したと考えられる。さ





 UV-5-HAP 以降においては，接触角が 5 度以下の超親水性を示し安定した。
これは，親水性へと変化した HAP-30%PA 表面のコンタミネーションを除去し
たことでさらにぬれ性が向上し，超親水性表面へと転換したと考えられる。 
 また，UV-5-HAP は 7 日間超親水性表面を維持していた。UV 照射したジル
コニアディスクの接触角は大気中に保管した場合は増加を示すが，液体中に保









































図 5 UV/O3処理前後の SEM 像と表面粗さ（Ra） 
 a） 双方の表面 SEM 画像にリン酸処理によるピットが観察されたが，
大きな変化は認められなかった。 

















O C Ca P 
0 46.62  24.83  16.62  11.94  1.39 a 
1 50.71  18.59  18.05  12.65  1.43 a 
2 48.93  24.65  15.26  11.16  1.37 a 
3 54.79  12.46  18.96  13.79  1.37 a 
4 53.27  13.51  19.41  13.81  1.41 a 
5 55.83  6.95  21.78  15.46  1.41 a 
10 56.51  6.74  21.80  15.07  1.45 a 
30 56.83  6.93  21.53  14.72  1.46 a 
60 56.81  6.21  21.78  15.20  1.43 a 
120 56.94  6.82  21.67  14.57  1.49 a 
 




















図 6 UV/O3処理によるコンタミネーション由来 C 量の変化 
  
 処理時間の短いうちはやや不安定な増減を示したが，処理時間の増加と
ともに漸減し，処理 5 分で 10 atom%以下となり安定した。 
 a, b: p > 0.05 
a 
a 






















  a 
b 
UV-0-HAP UV-120-HAP 
図 7 UV/O3処理による接触角の変化 
  
 a） UV-0-HAP においても iHAP と比較し接触角の低下が認められ，57.7
±1.6 度と親水性を示した。しかしながら，UV-5-HAP においては，4.1±0.7
度と水滴が材料表面に拡散している様子が確認され，超親水性を示した。 
 b） 処理時間の増加とともに漸減し，処理 3 分以降で有意差がなくなったが，
処理 5 分以降では，接触角が 5 度以下で安定した。 
 a: p > 0.05 
a a a a a 
 22 
 
図 8  UV-5-HAP の接触角の経時的変化 
  
 UV-5-HAP を UV/O3処理後 7 日間静置したのちにおいても接触角は 1 ケタ
を維持し，有意な変化は認められなかった。 




























 第 3 章より UV/O3処理は，HAP-30%PA に超親水性表面を付与し，制御する
ことが明らかとなったが，生体に及ぼす影響は明らかではない。骨補填材とし
て臨床応用するためには，毒性がなく，生体親和性があり，機械的支持と骨伝
導能を有することが求められる（Buser, 2009）。オゾンは，波長 254 nm の







 処理群として，5 分間 UV/O3処理した HAP-30%PA である UV-5-HAP を，
コントロール群として未処理の HAP-30%PA である UV-0-HAP を用いた。 
 
（2）方法 
 UV/O3処理した生体活性化 HAP 上での骨芽細胞応答解析のため，骨芽細胞を
各試料上で培養した後，細胞増殖能評価として細胞増殖試験を，分化能評価と
して定量 reverse transcription PCR（RT-PCR）を，石灰化能評価としてアリ






胞の培養は，10% Fetal Bovine Serum（FBS）および 1% penicillin-streptomycin
を添加した Dulbecco’s Modified Eagle Medium（D-MEM）中で 37℃，5% CO2
下にて行った。培地交換は 3 日ごとに行った。定量 RT-PCR およびアリザリン
レッド S 染色においては，コンフルエント確認後，骨芽細胞分化試薬（1% 
Ascorbic acid, 0.2% Hydrocortisone, 2% β-Glycerophosphate．， Takara，
Shiga，Japan），10% FBS および 1% penicillin-streptomycin 添加した




 各試料上に MC3T3-E1 細胞を 5.0×103 cells/well で播種し，37℃，5% CO2
下にて培養した。播種後 1，3，5 日に，Phosphate Buffered Saline（PBS）に
て非接着細胞を除去後，Cell Counting Kit-8（Dojindo, Kumamoto, Japan）を
用い，WST-8 法により発光強度として 450 nm の吸光度をマイクロプレートリ




 各試料上に MC3T3-E1 細胞を 1.0×105 cells/well で播種し，37℃，5%CO2
下にて培養した。コンフルエントを確認した日を 0 日とし，培養期間を 7，14，
21 日とした。各培養期間にて細胞を回収し，RNeasy Mini Kit（QIAGEN，Tokyo，
Japan）を用いて total RNA を抽出した。その後，Nano Drop（ND-1000；LMS 
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Co., Ltd.，Tokyo，Japan）を用いて total RNA を定量し，30 ng/µL に調整し
た。定量したRNAを用い，One Step SYBR® PrimeScript® RT-PCR Kit（Takara, 
Shiga，Japan）および 4 種類の特異的プライマー（Type I collagen，Alkaline 
phosphatase，Osteopontin，Osteocalcin）を用いて Roche LightCycler™ 1.5
（Roche Diagnostics, Tokyo, Japan）にて 1 ステップ PCR を行った。逆転写反
応（42℃・5 分，95℃・10 秒）を 1 サイクル，PCR 反応（95℃・5 秒，60℃・





（6）アリザリンレッド S 染色 
 各試料上に MC3T3-E1 細胞を 1.0×105 cells/well で播種し，37℃，5% CO2
下にて培養した。コンフルエントを確認した日を 0 日とし，培養 28 日に培養液
を除去し PBS にて洗浄後，メタノールにて 4℃，20 分固定した。石灰化染色キ
ット（Cosmo Bio, Tokyo，Japan）にて試料表面を染色後，image J（U.S. 
National Institutes of Health, Bethesda, USA）にて輝度解析を行った。 
 
（7）統計学的分析 








 細胞増殖試験の結果を図 9 に示す。細胞増殖は，両群とも培養期間の増加と
ともに増殖を示し，培養 1 日でも処理群が高い傾向にあったが，培養 3 日で処
理群がコントロール群と比較し有意に高値を示した（p < 0.01）。また，培養 5
日においてさらにその差は広がった（p < 0.01）。 
 
（2）各マーカーの遺伝子発現レベル 
 各マーカーの遺伝子発現レベルを図 10 に示す。培養 7 日ではすべてのマーカ
ーに有意な差は認めなかった。培養 14 日における Type I collagen，Osteopontin
において，処理群が有意に高値を示した（p < 0.05）。 
 また，培養 21 日における Alkaline phosphatase（p < 0.01），Osteocalcin
（p < 0.05）において処理群が有意に高値を示し，Osteopontin に関してはコン
トロール群が高値を示した（p < 0.01）。 
 
（3）アリザリンレッド S 染色 
 染色したプレート画像および輝度解析結果を図 11 に示す。プレート表面が肉
眼的にも濃染していた。輝度解析結果においても，処理群（212.1±12.7）がコ













 分化期においては，Type I collagen は分化初期から後期に発現し，遅れて
Alkaline phosphatase，更に遅れて Osteopontin が発現する。Osteocalcin は，
分化後期でのみ発現すると言われている（野田，1998； 松本，2001； 松口，




















（Ducheyne & Qiu, 1999）。また，ハイドロキシアパタイトと培養液界面にお
いて，Ca2+と HPO42-の平衡状態が達成されたあと，骨芽細胞接着・増殖が起こ








（Wang et al., 2004）や，適切なカルシウムおよびリン酸供給が，in vitro にお
いてラット頭蓋冠由来骨芽細胞様細胞の石灰化を促進するという報告（Chang 





ターゲット 略号 プライマー シークエンス 
Type I collagen Col 1 
 Forward primer 5’-3’ :  AAGCCTGGTGAACAGGGTGT 




 Forward primer 5’-3’ :  AGGGTGGACTACCTCTTAGGTCT 
 Reverse primer 5’-3’ :  TGGTCAATCCTGCCTCCTTCC 
Osteopontin OPN 
 Forward primer 5’-3’ :  TCTCCTTGCGCCACAGAATG 
 Reverse primer 5’-3’ :  GAATTGCTTGGAAGAGTTTCTTG 
Osteocalcin OCN 
 Forward primer 5’-3’ :  CACAGCAGCTTGGCCCAG 
 Reverse primer 5’-3’ :  CCTGCTTGGACATGAAGGCTTT 
GAPDH ― 
 Forward primer 5’-3’ :  GCCAGCCTCGTCCCGTAG 
 Reverse primer 5’-3’ :  CAAATGGCAGCCCTGGTGAC 




































図 9  WST-8 法による細胞増殖試験 
  
 両群とも培養時間の増加とともに増殖を示し，培養 3 日で処理群がコントロ











図 10 各マーカーの遺伝子発現レベル 
 培養 7 日ではすべてのマーカーに有意な差は認めなかった。培養 14 日における Type I collagen，Osteopontin において，
















































* : p < 0.05 




























* : p < 0.01 
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第 5 章 総括 
 




 1．未処理 HAP に UV/O3処理を行うことで，表面のコンタミネーションを除
去し，ぬれ性を向上させた。 
 2．生体活性化 HAP に UV/O3処理を行うことで，iHAP と同様に表面性状を
変化させることなくぬれ性が向上させた。処理 5 分で超親水性表面を付与する
ことができ，その効果は 7 日間持続した。 
 3．UV/O3処理を行った生体活性化 HAP 表面において，骨芽細胞増殖，分化，
石灰化を促進させた。 
 
 以上のことより，生体活性化 HAP に UV/O3処理を行うことで，ナノレベル
での汚染除去効果を発揮するとともにそのぬれ性を制御し，骨芽細胞の増殖，
分化，石灰化を促進したことから，高機能ナノバイオ界面制御としての効果を
示唆できた。 
 現在臨床現場において，気孔率を高め，骨形成性細胞や増殖因子導入，欠陥
侵入，内部までの骨形成が可能である連通多孔性 HAP が多く用いられているが，
連通多孔性 HAP に対してもリン酸溶液処理は液体のため、表面全体に処理する
ことは容易であると考えられる。UV/O3処理については、UV は直進する性質を
もつため、内部まで照射野には含まれない。しかしながら、汚染除去の主体で
あるオゾン及び励起酸素原子は、気体であるため、対流により気孔内部まで侵
 34 
 
入し、効果を発揮することができると考えられる。それゆえ、本処理法を臨床
現場に応用することは、より早期の骨結合の獲得に有用であると示唆される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
